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(57) Abstract 

The invention features peptide sequences enabling mycobacteria adhesion to host cells, in particular to epithelial cells. More 
particularly, the invention features a mycobacterial antigen of the heparin-binding haemaggtutinin type (HBHA) obtained from 
Mycobacterium bovis BCG or Mycobacterium tuberculosis. The invention also features a recombinant peptide sequence enabling 
mycobacteria adhesion to host cells. The invention particularly features the expression product of an Escherichia coti strain transformed 
with a nucleotide sequence coding for a protein enabling mycobacteria adhesion to host cells. These peptide sequences can be used in 
immunogenic compositions, for preparing vaccines against mycobacterial infections, and for mycobacterial infection serological diagnosis. 

(57) Abregl 

V invention conceme des sequences peptidiques permertant 1 'adherence de mycobacteries a des cellules botes, notammcnt a des 
cellules 6pith£lia|es. Plus particulierement. V invention conceme un antigene mycobactencn de type hemagglutinins de liaison a Theparine 
(HBHA) obtenu a partir de Mycobacterium bovis BCG ou Mycobacterium tuberculosis. L" invention conceme aussi une sequence peptidique 
recombinante permettant 1* adherence de mycobacteries a des cellules notes. V invention conceme notammcnt le produit d'expression d'une 
souche Escherichia coU transformec avec une sequence nucleotidtque codant pour une proline permettant radhercnee de mycobacteries a 
ces cellules hdtes. Ces sequences peptidiques peuvent 6tre utilisees dans des compositions immunogenes, pour la preparation de vaccins 
contre les infections mycobacteriennes, et pour le diagnostic serologiquc defections mycobacteriennes. 
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IDENTIFICATION ET CLONAGE D'UN ANTIGENE MYCOBACTERIEN 
CORRESPONDANT A UNE HEMAGGLUTININE DE LIAISON A 

L'HEPARINE 

L'invention conceme des sequences peptidiques permettant 
I'adherence de mycobacteries a des cellules h6tes, notamment a des 
cellules epith6liales. Plus particullerement, ("invention conceme un antig6ne 
mycobacterien de type hemagglutinine de liaison a I'heparine (HBHA) 
obtenu a partir de Mycobacterium bows BCG ou Mycobacterium 
tuberculosis. L'invention conceme aussi une sequence peptidique 
recombinante permettant 1'adherence de mycobacterias a des cellules 
hdtes. L'invention conceme notamment le produit d'expression d'une 
souche Escherichia coli transformee avec une sequence nucleotidique 
codant pour une proteine permettant I'adherence de mycobacteries a ces 
cellules h6tes. Ces polypeptides peuvent etre utilises dans des 
compositions immunogenes, pour la preparation de vaccins contra les 
infections mycobacteriennes, et pour le diagnostic serologique defections 
mycobacteriennes. 

L'invention conceme egalement une sequence nucleotidique 
codant pour une sequence peptidique permettant I'adherence de 
mycobacteries a des cellules h6tes, et plus particulierement une sequence 
nucleotidique codant pour un antigene mycobacterien de type 
hemagglutinine de liaison a I'heparine (HBHA). L'invention conceme 
egalement des vecteurs recombinants comprenant ladite s6quence 
nucleotidique ainsi que rutlllsation de ces vecteurs pour I'obtention d'h6tes 
cellulaires recombinants pouvant fitre utilises en therapie, notamment en 
therapie anticancereuse. 

Les mycobacteries sont parmi les microorganismes 
pathogenes les plus importants qui causent des maladies aussi bien chez 



WO 97/44463 PCT/FR97/00886 

2 

Thomme que chez I'animal. Les infections mycobactdriennes sont toujours 
parmi les premieres causes de mortalit6 dans le monde. La tuberculose 
humaine, causae par Mycobacterium tuberculosis, conduit & elle seule & 
approximativement 3 millions de morts chaque ann§e (1, 2). Mycobacterium 
5 bovis cause la tuberculose chez les bovins, mais il est 6galement tr6s 
virulent pour I'homme. La lepre, causee par Mycobacterium leprae, reste un 
probldme majeur de sant6 non resolu dans les pays en voie de 
d6veloppement (3). 

Les infections par des membres du complexe Mycobacterium 

10 avium-intracellulare causent des maladies chez les oiseaux et le pore et 
sont parmi les infections opportunistes les plus frdquentes que Ton trouve 
chez les patients atteints du syndrdme d'immunod6ficience acquise (SIDA) 
(4, 5). En outre, la r^cente r^apparition dramatique de la tuberculose dans 
les pays developpes ainsi que I'apparition et la propagation de souches de 

15 M. tuberculosis r6sistantes aux m6dicaments (6) soulignent la difficult^ de 
contrdler les maladies mycobacteriennes. 

La caracterisation moteculaire des diverses etapes dans la 
pathogenese des maladies mycobacteriennes est fondamentale pour le 
d6veloppement d'approches thdrapeutiques et prophylactiques rationnelles 

20 et optimises contre ces maladies. Les facteurs de virulence sont souvent 
de bons antigdnes pouvant dtre utilises d titre de candidats-vaccins. En 
d^pit de rimportance des infections mycobactdriennes, on connatt peu de 
choses au sujet des mecanismes mol6culaires de base impliqu6s dans leur 
pathogentee (7). 

25 L'un des 6v6nements initiaux et cruciaux dans la pathogenese 

bactdiienne est I f adh6rence du microorganisme d ses tissus cibles. Les 
mycobacteries prfesentent un tropisme pour les macrophages pulmonaires 
(8), Toutefbis, dans la mesure ou ces microorganismes sont facilement 
transmis par aerosol, les premieres structures de Thdte qu'ils rencontrent au 
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cours de rinfection sont celles de I'6pith6lium respiratoire. Par consequent, 
les interactions avec les cellules epith61iales ou avec la matrice 
extraceilulaire (MEC) pendant les 6tapes initiaies et utterieures de la 
pathog6nese peuvent dtre importantes (9), bien qu'elles n'aient pas encore 
5 6t6 6tudi6es de maniere pouss6e. 

Dans le contexte de la presente invention, les inventeurs ont 
obtenu un nouvel antig6ne mycobact6rien impliqu6 dans I'adhSrence de 
mycobacterias & des cellules hates de type epittteliale, II s'agit d'une 
ttemagglutinine de liaison a I'h6parine (heparin binding hemagglutinin 

10 (HBHA)) de 28 kDa qui a ete obtenue & partir de sumageants de culture et 
de preparation des parois cellulaires de Mycobacterium bovis BCG et de 
Mycobacterium tuberculosis, Les analyses par immunoempreintes a Taide 
d'antlcorps polyclonaux et monoclonaux ont indique que I'HBHA est 
differente des proteines du complexe de I'antigSne 85 et represente un 

15 nouvel antigdne. A partir de cette proteine de base, les inventeurs ont pu 
^valuer et proposer le d6veloppement d'une s6rie de polypeptides pouvant 
§tre utilises en diagnostic, en th6rapie et en prophylaxie. 

L'invention conceme done une sequence peptidique 
permettant I'adhdrence de mycobacteries £ des cellules hdtes, notamment 

20 des cellules 6pith6liales. Plus parttculierement, la sequence peptidique de 
invention est caracteris6e en ce qu'il s'agit d'un antig6ne mycobacterien de 
type h6magglutinine de liaison £ Nteparine (HBHA), notamment un 
antigine obtenu £ partir de Mycobacterium bovis BCG ou Mycobacterium 
tuberculosis. 

25 Dans une des tealisations pr6tetees de la pr§sente invention, 

la sequence peptidique est caract6ris6e en ce qu'elle comprend la 
sequence correspondant £ la sequence de la figure 10, ou tout variant de 
cette sequence permettant radh6rence de mycobacteries d des cellules 



WO 97/44463 



PCT/FR97/00886 



hdtes et obtenu par addition, substitution ou d6l6tion d'un ou piusieurs 
acides amines de la sequence de la figure 10. 

Dans Pensemble du texte, le terme sequence polypeptidique 
ou polypeptide represente tout ou partie de la sequence de la figure 10, qui 
5 elle~m6me represente le DNA et la proteine HBHA en tant que telle. Le 
terme "proteine" d6signe de fait la sequence polypeptidique complete 
modiftee ou non. 

De fagon pr6f6ree t rinvention concerne plus particulterernent 
une sequence peptidique comprenant une region impliquee dans les 
10 interactions avec les glycoconjugues sulfates et dans la liaison £ I'hGparine. 
Cette sequence peptidique est la suivante : 

KKAAPAKKAAPAKKAAPAKKAAAKKAPAKKAAAKKVTQK 
L'invention concerne done une sequence peptidique 
comprenant la portion C-terminale de la sequence de la figure 10 et plus 
15 particulterement les sequences comprenant approximativement les 30 d 50 
demiers acides amhtes de la portion C-terminale de la s6quence de la 
figure 10. Cette region de la sequence de la figure 10 est impliqu6e dans 
Pinteraction de la proteine avec I'hdparine bien qu'une sequence plus 
courte, notamment d'environ 10 & 20 acides amines, puisse Stre suffisante. 
20 Les inventeurs ont 6galement exprim6 la sequence 

nucteotidique codant pour la sequence peptidique de l'invention chez 
£ colL Le polypeptide obtenu presente un poids moteculaire plus faible que 
celui de la proteine puriftee & partir de M. bovis BCG ou M. tuberculosis. 
Ces differences sont le r6sultat de modifications post-traductionnelles non 
25 tealis6es dans £ colL 

L'invention concerne done 6galement une sequence 
peptidique recombinante, caracteris6e en ce qu'elle permet ('adherence de 
mycobacterias d des cellules hdtes. Plus particuli6rement, la sGquence 
recombinante de la pr6sente invention est le produit d'expression d'une 
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sequence nucleotidique codant pour une sequence peptidique permettant 
I'adherence de mycobacteries a des cellules hdtes et notamment une 
sequence antig6nique obtenue a partir de M. bovis BCG et M. tuberculosis, 
ladite sequence recomblnante etant par exemple le produit d'expression 
d'une souche E. coll transformee avec une sequence nucleotidique 
appropriee. 

L'invention conceme egalement ('utilisation de I'une des 
sequences peptidiques dScrites precedemment, qu'elle soit recombinante 
ou non, et plus particulierement sous sa forme native pour le diagnostic 
serologique de la presence de mycobacterias. L'invention concerne 
egalement une composition immunogene caracterisee en ce qu'elle 
comprend I'une des sequences peptidiques decrites precedemment ainsi 
que ('utilisation de cette sequence peptidique pour la preparation de vaccins 
contre les infections mycobacteriennes, particulierement les infections 
causees par M. bovis ou M. tuberculosis. 

Les inventeurs ont egalement decouvert que I'adherence de 
mycobacterias a des cellules epitheliaies pouvait etre inhibee 
specifiquement par des glucides sulfates. L'invention conceme done 
('utilisation d'un glucide sulfate pour inhiber I'adherence de mycobacteries a 
des cellules epitheliaies. Les glucides sulfates particulierement interessants 
comprennent I'heparine, la chondroTtine sulfate et le dextran sulfate ainsi 
que leurs derives synthdtiques. 

Les inventeurs ont egalement isole I'ensemble du gene codant 
pour I'HBHA de I'ADN de M. bovis BCG. L'invention conceme done une 
sequence nucleotidique caractdrisee en ce qu'elle code pour une sequence 
peptidique permettant I'adherence de mycobacteries a des cellules hdtes. 
Plus particulierement, la sequence nucleotidique de l'invention code pour 
un antigene mycobacterien de type hemagglutinine de liaison a I'heparine 
(HBHA) notamment la sequence peptidique de la figure 10 ou toute portion 
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de cette sequence peptidique permettant I'adherence de mycobactdries e 
des cellules hotes et obtenue par addition, substitution ou deletion d'un ou 
plusieurs acides amines de ladite sequence peptidique. 

L'invention conceme egalement un hdte cellulaire 
5 recombinant, caract6ris6 en ce qull comprend dans son genome una des 
sequences nuc!6otidiques decrites prec6demment. Dans une des 
realisations pref6rentielles de l'invention, I'hote cellulaire recombinant mais 
non exclusif est le BCG pour (equal das vecteurs d'expression directement 
utilisables pour le d6veloppement de BCG recombinants utilisables chez 

10 Thomme ou Tanimal ont ete d6velopp6s. 

Le BCG est utilise en th6rapie, plus particulidrement en 
th6rapie anthcanc6reuse et notamment contre les cancers superficiels de la 
vessie. Dans ce type d'application therapeutique, il semblerait exister une 
correlation entre la faculty d'adherence du BCG et son pouvoir anti4umoraL 

15 Dans le contexte de la pr6sente invention, Identification de la HBHA et le 
clonage de son g6ne rendent possible une augmentation de la capacity 
d'adh6rence via une surexpression du gene codant la HBHA. 

La description de la presente invention sera effectuee en se 
rfeferant aux figures suivantes : 

20 - la figure 1 represente I'effet de glucides sulfates et non 

sulfates sur I'adherence mycobacterienne aux cellules CHO et aux 
macrophages; 

- la figure 2 represente les donnees demontrant la purification 
d'une proteine de liaison d'heparine de M. bovis BCG; 

25 - la figure 3 represente une comparison de la proteine de 

liaison a I'heparine de M. bovis avec le complexe d'antigene 85; 

- la figure 4 represente I'effet de glucides sulfates et non 
sulfates sur rh6magglutination induite par HBHA; 
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- la figure 5 reptesente Inhibition de I'adherence de BCG aux 
cellules CHO par des anticorps anti-HBHA; 

- la figure 6 repr6sente des analyses par immunoempreintes 
effectudes avec des anti-s6rums de tuberculeux; 

- la figure 7 represente la sequence nucteotidique et la 
sequence decides amines d'un fragment de HBHA ddduite a partir d'un 
fragment PCR de I'ADN chromosomique de BCG; 

- la figure 8 represente une analyse par Southern-blot de 
I'ADN chromosomique de BCG; 

- la figure 9 represente la strategie de s6quen$age du gene 
codant pour HBHA; 

- la figure 10 repr6sente la sequence d'ADN du g&ne de BCG 
codant pour HBHA; 

- la figure 11 represente I'analyse par electrophorese en gel 
polyacrylamide et par immunoblotting de Texpression de la HBHA chez 
E co//. 

Description d6taillee de ['invention 

Inhibition de I'adherence mycobacterienne aux cellules 6pith6liales par des 
glucides sulfates. 

invention conceme I'utilisation de glucides sulfates pour 
inhiber I # adh6rence de mycobacteries & des cellules 6pith6liales, Pour 
d£montrer que les mycobacteries peuvent adherer par I'intermediaire des 
glucides sulfates, les inventeurs ont teste si des polysaccharides sulfates 
solubles sont capables de teduire I'adfterence de M bovis BCG aux 
cellules gpittteiiales. 

Des M. bovis (BCG) (souche 1173P2, OMS, Stockholm, 
Sudde, passages 3 d 8) en croissance exponentielle ont 6t6 marqu6s en 
cultivant les mycobacteries pendant trois jours dans du milieu de Sauton 
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contenant 5 pCi/ml [6- 3 H]uracile (New England Nuclear, 24 Ci/mmole). Les 
mycobacteries ont ensuite ete recoltees par centrifugation (3000 x g 
pendant 5min), lavees deux fois par du tampon phosphate salin de 
Dulbecco (DPBS) et remises en suspension dans du milieu de culture RPMI 
1640 contenant 300mg/l L-glutamine (GIBCO), depourvu de serum de 
veau foetal (RPMI). 

La veiile de I'essai d'adherence, les puits des plaques de 
culture de tissus a 24 puits (Nunclon, Nunc, Danemark) ont ete inocules 
avec 10 5 cellules d'ovaires de hamsters Chinois (CHO) cultivees 
extemporanement (voir figures 1A et 1B, barres grises) ou des 
macrophages J774A.1 (ATCC TIB67) (voir figure 1B, barres noires) remis 
en suspension dans 2 ml de RPMI additionn6s de 10 % (v/v) de serum de 
veau foetal decomplemente (RPMI-SVF). Juste avant I'essai. les cellules 
ont ete lavees trois fois par 2 ml de RPMI, et on a ajoute a chaque puits 
1 ml de suspension mycobacterienne dans du RPMI pour obtenir une 
multiplicite d'infection de 10 bacteries par cellule eucaryote. 

L'essai d'adherence a 6te realise en presence de 
concentrations croissantes de D(+)galactose (Sigma) (voir figure 1A, 
cerdes noirs) ou d'h6parine de la muqueuse intestinale porcine (M r 6 kDa, 
Sigma) (voir figure 1A, cencles blancs), ou avec 20 pg/ml des glucides 
indiques (Sigma) (voir figure 1B). Apres 6 heures d'incubation a 37°C dans 
une atmosphere contenant 5 % de C0 2 , les cellules ont ete Iav6es trois fois 
par 2 ml de DPBS, et enftn lysees par I'addition de 1 ml d'eau distitlee 
contenant 0,1 % (p/v) de deoxycholate de sodium. La radioactivite associee 
aux lysats cellulaires a ete comptee en utilisant un compteur a scintillation 
liquide (Beckman, modele LS 6000SC). L'adherence residuelle est 
exprimee en pourcentage de coups radioactifs par minute par rapport aux 
coups obtenus en I'absence du glucide. Les donnees des figures 1A et 1B 
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represented les moyennes d'experiences r6alis6es en quadruple, et les 
barres d'6cart type sont representees, 

Comme le montre la fig. 1A, de faibles concentrations 
d'h6parine ont inhib6 sensiblement I'adh6rence aux cellules CHO des BCG 
marques par [ 3 H]uracile. alors que le galactose jusqu'a 100 \xglml n*a pas 
eu d'effet significatif. Du dextran sulfate, du fucoTdane et de la chondroTtine 
sulfate ont pu r6duire I'adherence, mais ont aucune inhibition significative 
n'a pu 6tre observee avec du mannose ou du dextran non sulfat6, mSme 
aux plus fortes concentrations testees (1 mg/ml). 

Ces resultats conduisent k proposer que les mycobact6ries 
possedent a leur surface une adhesine majeure de liaison des glucides 
sulfates. Toutefois, comme rinhibition de I'adh6rence n'a pas d6pass6 
70 %, d'autres composants sont vraisemblablement impiiqu6s dans ce 
processus. De fagon interessante, les interactions de BCG avec les 
macrophages J774A.1 n ont pas 6te affectees par les glucides sulfates, ni 
par les sucres non sulfates (fig. 1B), mSme d des concentrations allant 
jusqu'& 1 mg/ml (r6sultats non pr6sent6s). Ceci est en accord avec des 
rapports precedents mettant en cause les r^cepteurs au complement CR1 p 
CR3 et CR4 comme ligands mycobactdriens a la surface des monocytes 
sanguins et des macrophages alv6olaires (10-12), 

Purification d'une prot6ine de liaison £ IMparine presente chez M. bovis 
BCG et de M. tuberculosis. 

L'invention conceme une sequence peptidique permettant 
I'adh6rence de mycobacterias A des cellules hdtes. L'inhibition de 
TadhSrence de BCG aux cellules 6pith6|iales par des sucres sulfates 
suggdrait d6ja que les mycobact6ries expriment une adh6sine qui interagit 
avec des glycoconjugu6s sulfates, tels des glycoproteines ou glycolipides 
sulfates, pr6sents & la surface des cellules hdtes. Pour identifier les 
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adh6sines en question, des sumageants de culture de BCG ont 6t6 
fractionn6s par chromatographic sur h6parjne-S6pharose. 

Des M.bovis BCG ont 6te cultiv6s a 37°C en cultures 
statiques dans des fioles de Roux de 175 cm 2 (Falcon, Becton-Dickinson) 
5 contenant approximatrvement 150 ml de milieu de Sauton. A la phase 
stationnaire, les cultures ont 6te centrifug6es (10.000 x g pendant 
20 minutes), et on a charg6 500 ml de sumageant sur une colonne (1x5 
cm) d'hdparine-36pharose CU6B (Pharmacia) 6quilibr6e avec du DPBS, 
La colonne a ensuite 6te Iav6e par 100 ml de DPBS, et les motecules 

10 retenues ont 6te eluees par un gradient Iin6aire de NaCI 0-500 mM dans 
100 ml de DPBS. Le debit pendant toutes les dtapes a 6te maintenu a 
1,5 ml/min., et on a suivi en continu I'absorbance & 280 nm de PSIuat qui fut 
r6colt6 par fractions de 1 ml. Ces fractions fiirent analyses par SDS-PAGE 
(13) en utilisant un gel d 12 % suivi d'une coloration au Bleu Brillant de 

15 Coomassie R-250. 

Les fractions analysees apr6s le debut du gradient sont 
montr6es dans les pistes 1-8 de la figure 2. Les pistes de droite montrent la 
proteine de liaison a Thdparine purifiee a partir d'une preparation de parois 
cellulaires de M. bovis BCG. Les tailles des marqueurs de M r exprimfees en 

20 kDa sont donn6es dans la marge de droite. 

Comme le montre la fig. 2, une proteine unique de 28 kDa est 
eluee & approximativement 350 mM de NaCI. L'interaction entre cette 
proteine et Th6parine est dftpendante de la sulfatation du sucre car celle-ci 
pouvait Ggalement etre puriftee en utilisant des billes de dextran sulfate, 

25 mais pas des billes de dextran (non pr§sent6). La mfime proteine de liaison 
a rhdparine a 6galement 6te puriftee a partir des filtrats de culture de M. 
tuberculosis. 

Uobtention de deux proteines de liaison a rh6parine 
semblables & partir de deux souches mycobacteriennes difterentes 
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confirme que des proteines de ce type sont presentes dans la plupart des 
souches mycobacterienrtes pathogSnes, Des pourcentages d'homologie 
inferieurs & 100% peuvent conduire a des differences structuraies, bien que 
* les proprtetes fondamentales de ces proteines n*en soient pas affectees. 
5 (.'invention concerne done 6galement les proteines de liaison & Th^parine 
ayant une structure apparentee a la proteine isotee et pouvant etre 
obtenues d partir de leurs proprtetes d*adh6rence & des glucides sulfates. 
Ces proteines peuvent se distinguer de la proteine de ('invention par des 
additions, substitutions et deletions d'acides amines sans que cela n'affecte 
10 de fagon substanttelle leurs proprietes d'adlterence aux cellules 
6pithdliales, 

Localisation d la surface cellulaire de la proteine myeobacterienne de 
liaison i I'h6parine. 

15 Pour d6terminer si cette proteine est une proteine strictement 

s6er6tee ou s( elle peut 6tre associee & la surface myeobacterienne, des 
fractions de parois cellulaires ont ete preparees a partir de BCG, puis 
soumises a une chromatographie sur h6parine-S6pharose. 

Pour les preparations de parois cellulaires, les mycobaeteries 

20 ont 6te culthtees dans 2 litres de milieu de Sauton ou encore de milieu 
syntttetique de Long (Quality Biological Inc., Gaithersburg, MD) pendant 12 
a 14 jours. Les bacteries ont ensuite 6te rdcoltees par centrifugation, lavees 
une fois dans du DPBS contenant 0,05 % (v/v) de Tween 80 (DPBS/Tw), 
remises en suspension dans 100 ml de DPBS/Tw et chauffees d 80°C 

25 pendant 1 heure. Les bacteries ont §te centrifug6es d 13.000 x g pendant 
20 min*, Iav6es par du DPBS/Tw, remises en suspension dans 25 ml de 
DPBS/Tw contenant 5 mM dlnhibiteur de protease AEBSF. RNase A et 
DNase I, soniqu6es de fagon intermittente pendant 25 min., puis 
centrifugees 3 13.000 x g pendant 20 min. Cette etape a 6te r6p6t6e, et les 
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surnageants ont ete reunis et centrifuges a 34.000 x g pendant 3 heures a 
4°C. Le culot a ete jete et le sumageant final dilue 1:2 dans du DPBS et 
chromatographie sur heparine-Sepharose CL-6B. 

Comme le montre la fig. 2, la proteine de liaison a I'heparine 
de 28 kDa etait egalement presente dans ces preparations, ce qui confirme 
qu'elle est associee a la surface. Elle etait 6galement presente dans des 
fractions de parois cellulaires de M. tuberculosis et des preparations de 
tuberculine (derive protelque purifie antigene pour cutireaction) derivees de 
M. tuberculosis. 

Activite d'hemagglutination de la proteine de liaison a I'h6parine 
mycobacterienne. 

La capacite des adhesines bacteriennes a agglutiner les 
globules rouges est souvent utilisee comme modele pour etudier la fixation 
microbienne d la maniere des lectines au recepteur des cellules eucaryotes. 
Les inventeurs ont par consequent teste la proteine de liaison a rheparine 
purifiee pour sa capacite a agglutiner des erythrocytes. 

L'activite d'hemagglutination de la proteine de liaison a 
I'heparine purifi6e de surnageants de culture a ete dosee dans des plaques 
de microtitration en U (Falcon) en I'absence ou en presence d'heparine 
(figure 4, carres noirs) de la muqueuse intestinale porcine, de dextran 
sulfate (figure 4, cercles noirs) ou de dextran (figure 4, cercles blancs) a 
des concentrations allant de 0 a 50 pg/ml. Des essais standard contenaient 
70 pi d'une suspension fraiche d'erythrocytes de lapin preparee dans du 
DPBS et 70 pi d'HBHA purifiee correspondant a 1 pg de proteine. Les trtres 
d'hemagglutination ont ete lus apres 5 heures d'incubation a temperature 
ambiante. Les donnees repr6sentent des moyennes pour des experiences 
en quadruple, et les barres d'ecart types sont montrees. 
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Moins de 0,1 pg de proline purifiee a pu induire 
l'h6magglutination d'drythrocytes de lapin, mais pas d'erythrocytes 
d'humain, de mouton, d'oie ou de poulet (donnees non presentees). C'est 
pour cette raison que les inventeurs ont designe cette proteine comme 
6tant une hemagglutinins de liaison a I'lteparine (HBHA). 
L'hemagglutination induite par HBHA a ete inhibee par I'heparine ou le 
dextran sulfate, mais pas par le dextran (voir fig. 4), ce qui est simiiaire aux 
resultats obtenus dans I'essai d'adherence des mycobacteries aux cellules 
CHO. L'activite d'hemagglutination est sensible a la chaleur dans la mesure 
ou I'incubation de la proteine pendant 60 min a 80°C a aboli 
l'hemagglutination. 

Inhibition des activites d'hemagglutination et d'adherence provenant de la 
mediation par HBHA, par des anticorps polyclonaux et monoclonaux 
specifiques. 

Dans la mesure ou d'une part I'adherence mycobacterienne 
aux cellules epitheliales est inhibee par des glucides sulfates, et d'autre part 
une proteine de 28 kDa 6tait purifiee par chromatographic sur heparine- 
Sepharose, il 6tait important d'etablir si I'adherence mycobacterienne 
provenait de la mediation par HBHA. 

Par consequent, des anticorps polyclonaux de rat anti-HBHA 
ont ete prepares de la maniere suivante: 200 pg d'HBHA de BCG purifi6e 
ont ete soumis a I'electrophorese preparative sur un gel de polyaerylamide 
a 15 % en presence de SDS, puis electro-transferes sur une membrane de 
nitrocellulose. Apres une coloration rapide au rouge ponceau, les bandes 
conespondantes a j'HBHA ont ete excisees avec precaution, decoupees en 
petits carres et soniquees brievement dans 1,5 ml de PBS sterile. Apres 
I'addition de 1 ml d'une solution de monophosphoryle-lipide A (MPL + 
Systeme Adjuvant TDM, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) preparee 
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salon la recommandation du fabricant, deux rats Fischer ont 6te immunises 
chacun avec 1 ml de la suspension d'antigene* Pour chaque immunisation, 
on a administr6 400 pi par voie intraperitoneal et deux fois 300 pi par voie 
sous-cutanee. Les animaux ont regu des rappels de la mSme maniere avec 
5 la memo quantrte d'antigdne un mois plus tard, et le serum a ete r6cupere 
3 semaines apres le rappel. 

Le BCG a 6t6 marque par [6- 3 H]uracile comme d6crit ci- 
dessus. Approximativement 4 10 6 BCG radiomarques ont ete remis en 
suspension dans 1 ml de PBS et pr6incub6s avec les volumes indiqu6s de 

10 liquides asc6tiques d'anticorps monoclonal 3921 E4 (14) anthHBHA (figure 
5, panneau A), ou avec 250 pi d'antis6rum polyclonal de rat anti-HBHA 
(serum immunitaire, figure 5, panneau B) ou de serum naif (figure 5, serum 
temoin, panneau B) pendant 30 min. d temperature ambiante. Les 
suspensions bacteriennes ont ensuite ete lavees deux fois par 2 ml de 

15 DPBS pour eiiminer les anticorps non lies, puis utilises dans I'essai 
d'adherence de cellules CHO a une multiplicite defection de 10, comme 
d6crit pr6c6demment 

Comme le montre la fig. 5, I'adherence de BCG aux cellules 
CHO a 6te sensiblement inhibee d'une manure dose-dependante par la 

20 presence d'anticorps antWHBHA. Les liquides d'ascite contenant des 
anticorps monoclonaux non pertinents ou des antiserums naifs n'ont eu 
aucun effet. Ces observations indiquent que ('adherence des mycobacteries 
aux cellules epitheiiales provient en partie de la mediation par HBHA. 

25 Etude des caracteristiques de HBHA. 

Comme la taille de cette proline est proche de celle des 
prolines de liaison de fibronectine du complexe d'antigene 85 (15), des 
analyses Western-blot ont ete utilises pour determiner si elles etaient 
apparentees. 
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La proteine de liaison a I'tteparine puriftee cTune preparation 
de paroi cellulaire de M. bovis BCG (figure 3, pistes 1) ou de sumageant de 
culture (pistes 2) a £te comparee avec le complexe d'antigdne 85 purifid 
(pistes 3) par analyse d'immunoempreinte (panneaux A f B, C) et coloration 
au Bleu de Coomassie (panneau D) apr6s SDS-PAGE. L'analyse par 
irnmunoempreinte a ete effecUtee en utilisant des anticorps polydonaux 
dresses contre la proteine de liaison £ rh6parine puriftee (panneau A), 
I'anticorps monoclonal 4057D2 (panneau B), ou les anticorps polydonaux 
dress6s contre le complexe d'antigene 85 (panneau C). Les pistes 1 et 2 
des panneaux A, B, et C contiennent 2 pg de proteine purifiee, les pistes 3 
des panneaux A, B et C contiennent 7 pg de proteine purifi6e f les pistes 2 
et 3 du panneau D contiennent 4 pg et 15 pg de proteine purifiee 
respectivement. Les tallies des marqueurs de M r sont donn6es dans la 
marge. 

La fig. 3 montre que des anticorps polydonaux dress6s contre 
la proteine de liaison d rh6parine de 28 kDa puriftee de BCG n'ont pas 
reconnu les proteines du complexe d'antigene 85 purifiees, A llnverse, des 
anticorps polydonaux et monodonaux (non pr6sentes) dresses contre le 
complexe d'antig6ne 85 de BCG n'ont pas rdussi a reconnaitre la proteine 
de liaison a l'h6parine t ce qui implique qu'il s'agit de proteines distinctes. Ce 
r6sultat est 6galement appuy6 par les difterents profils de migration de ces 
proteines pendant la SDS-PAGE (fig. 3, panneau D). 

Les proteines de liaison a rtteparine puriftees de 
M.tuberculosis H37Ra et de BCG ont 6te soumises £ un s6quen?age des 
acides amin6s N-terminaux, Pour ce faire, 25 pg d'HBHA ont 6te soumis £ 
r6lectrophor§se sur gel de polyacrylamide-SDS en utilisant un gel de 
polyacrylamide d 15 %. Aprfes l'6ledrophordse, la mattere a 6te transter6e 
sur une membrane PVDF (ProBlott, ABI) par 6lectroempreinte. Aprfcs 
coloration par le bleu de Coomassie, la bande correspondant a I'HBHA a 
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ete excises et soumise a une degradation d'Edman automatisee. Les 16 
premiers acides amines etaient Ala-Glu-Asn-Ser-Asn-lle-Asp-Asp-lle-Lys- 
Ala-Pro-Leu-Leu-Ala-Ala. Les 16 premiers acides amines de la proteine de 
liaison a Pheparine de BCG ont egalement ete determines et se sont averes 
5 identiques a ceux de M. tuberculosis. Une recherche de similarity dans les 
bases de donnees des proteines a mis en evidence que la proteine de 
liaison a I'heparine n'avait pas ete identifies auparavant, et qu'elle 
represente par consequent une nouvelle proteine mycobacterienne. En 
outre, les 16 premiers acides amines n'ont presente aucune similarite de 
10 sequence significative par rapport a d'autres sequences de proteines 
connues. 

Clonage du gene de BCG codant pour HBHA. 

Pour le clonage du gene codant pour HBHA, on a d'abord 

15 determine les sequences N-terminales des fragments internes de HBHA. 
Pour cela, de I'HBHA purifiee a ete soumise a I'electrophorese comme 
decrit precedemment. Apres l electrophorese, la proteine a ete digeree par 
la trypsine a Tinterieur du gel. Les peptides resultants ont alors 6te isoles 
par HPLC en phase inverse, puis soumis a la degradation d'Edman. Quatre 

20 peptides ont permis la determination de sequence: 

Le peptide S 1441 : Lys-Ala-Glu-Gly-Tyr-Leu-Glu-Ala-Ala-Thr 

Le peptide S1443: Xxx-Glu-Gly-Tyr-Val-Asp-Gln-Ala-Val-Glu-Leu- 

Thr-Gln-Glu-Ala-Leu-Gly-Lys 
Le peptide S 1446: Xxx-Gln-Glu-Xxx-Leu-Pro-Glu-Xxx-Leu 

25 Le peptide S 1447: Phe-Thr-Ala-Glu-Glu-Leu-Arg. 

La sequence de deux paires d'oligonucleotides etait derivee 
des sequences peptidiques internes de HBHA. La teneur en G + C 
generalement forte de I'ADN mycobacterien a conduit les inventeurs a 
favoriser G ou C dans la troisieme position des codons ("wobble"). Le 
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premier couple d'oligonucl6otides provenait du peptide S1441 et avait les 
sequences suivantes: 5'AAG GC(G/C) GAG GG(G/C) TAG CT 3* (oligo 
S1441) et 5* AGG TA(G/C) CCC TC(G/C) GCC TT 3' (oligo S1441 inverse). 
Le deuxieme couple d'oligonucleotides provenait du peptide S1443 et avait 
5 les sequences suivantes: 5'GAC GAG GC(G/C) GT(G/C) GAG CT 3 f (oligo 
S1443) et 5' AGO TC(G/C) AC(G/C) GCC TGG TC 3' (oligo S1443 inverse). 

L'ADN chromosomique de BCG a 6t6 extrait comme d6crit par 
Kremer et al. (23) (16). Les reactions de polymerisation en chaTne (PGR) en 
utilisant 50 ng d'ADN chromosomique de BCG et 1 pg soit des oligo S1441 

10 et S1443 inverse, soit des oligo S1443 et S1441 inverse ont 6t6 effectu6es 
£ une temperature d'hybridation de 50°C et & un nombre de cycles de PCR 
de 30. Seule la reaction par PGR effectu6e avec les oligonucleotides S1441 
et S1443 inverse a donn£ un fragment d'ADN amplifie specifique 
d'approximativement 150 bp. Ce fragment amplifie etalt encore observe 

is lorsque la temperature d'hybridation a ete augmentee £ 57°C. 

Le fragment amplifie a ete insure dans le site HindW de pUC18 
(Boehringer, Mannheim) et introduit dans Escherichia coli XL1-Blue (New 
England Biolabs), La teneur en plasmide de E coli recombinant a ensuite 
ete analysee par des m6thodes standard (17), et le plasmide contenant le 

2 o fragment attendu a ete appeie pCloneS. 

Aprds purification par chromatographie sur une colonne de 
Nucleobond AX (Macherey - Nagel) selon les instructions du fournisseur, un 
fragment d'ADN bicat6naire d'approximativement 150 pb a 6t6 sequence 
par la methode de terminaison d'etongation de chaine 

25 didesoxyribonucietidique en utilisant du [alpha- 35 S]dCTP (1,000 Cl/mmole; 
Amersham) et le kit de s6quen$age d'ADN de T7 (Pharmacia) selon les 
instructions du fabricanL La sequence obtenue est presentee a la fig. 7 
dans laquelle la sequence des deux oligonucleotides utilisees pour la PCR 
est soulignee. La sequence d'acides amines deduite de la sequence d'ADN 
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s'est averse correspondre aux sequences d'acides amines determinees 
pour les peptides S1441 et S1443. Ceci indiquait que le fragment PGR 
amplifie correspond a une partie interne du gene de BCG codant pour 
HBHA. 

5 Pour doner ('ensemble du gene codant pour HBHA, ie 

fragment de 150 pb de pCloneS a ete excise par digestion par les enzymes 
de restriction flamHI et HindUL Le fragment a ensuite ete purifie par 
eiectrophorese sur un gel de polyacrylamide a 7 % et excise du gel par 
electro-elution. Le fragment purifie a ete marque a la digoxigenine en 

10 utilisant le kit de detection et de marquage d'ADN par DIG (Boehringer) 
comme recommandS par le fabricant. Le fragment marque a ensuite ete 
utilise dans des experiences de Southern-blot pour sonder I'ADN 
chromosomique de BCG digere par SamHI (figure 8, voie 1), EcoRI 
(figure 8, voie 2), Psfl (figure 8, voie 3), Smal (figure 8, voie 4), Accl 

15 (figure 8, voie 5), Nco\ (figure 8, voie 6), Notl (figure 8, voie 7), Sad 
(figure 8, voie 8) ou Spnl (figure 8, voie 9), soumis a une eiectrophorese sur 
agarose et transfers sur une membrane de nylon. La membrane a ensuite 
ete sondee avec le fragment BamHI/Hindll d'approximativement 150 pb de 
pClone5. Les tallies de marqueurs sont montrees dans la marge de droite. 

20 Des analyses de Southern-blot ont ete effectuees en utilisant des 
protocoles standard (17). Comme le montre la fig. 8, la digestion par Sph\ 
de I'ADN chromosomique de BCG a donne un fragment unique d'environ 
2,5 kb qui s'hybridait avec la sonde. 

Les fragments de restriction Spnl de IADN chromosomique de 

25 BCG de 2,3 a 2,7 kb ont alors ete purifies par eiectrophorese preparative et 
electro-elution, et inseres dans le site Sph\ de pUC18. Les piasmides 
recombinants ont et6 utilises pour transformer £. coli XL1-Blue. Des 
colonies blanches cultivees sur gelose LB (17) additionnees d'ampicilline 
(150 pg/ml) d'iso-propyl-thiogalactopyrannoside (IPTG, 40 ug/ml) et de X- 
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gal (40 pg/ml) ont 6t6 analys6es par hybridation sur colonies en utiiisant la 
sonde marquee d la digoxig6nine. Parmi approximativement 300 colonies 
analyses, une s'est hybrid£e avec la sonde. L'analyse par restriction du 
plasmide isol6 de ces clones a indlque qu'il contenait un fragment Sph\ de 
2,5 kb qui s'est hybride avec la sonde en Southern-blot. 

Analyse de la sequence du g£ne de BCG codant pour HBHA. 

Le gine codant pour HBHA contenu dans le fragment Sphl de 
2.5 kb a 6t6 s6quenc6 en utiiisant la mdthode de terminaison d'6longation 
de chaine didSsoxyribonucleotidique d6crite ci-dessus. Les sequences des 
oligonucleotides synthetiques utilises pour le sequengage sont presentees 
au tableau 1, et la strategie de s6quen?age est representee & la fig. 9. Le 
fragment Sph\ de 2,5 kb clone est reprfesente par le trait noir. Les pointiltes 
repr6sentent PADN vecteur. Les filches 6paisses represented le cadre 
ouvert de lecture d'HBHA. Les filches fines indiquent la direction et la 
longueur du fragment cTADN sequence pour chaque oligonucleotide tndiqu6 
au-dessus de sa fldche respective. 
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TABLEAU I: Oligonucteotides utilises pour le sequencage du gene 
codant pour HBHA. 

Norn de ('oligonucleotide sequence 



5'AGC CGG TAC AAC GAG CTG GTC 3" 
5'GAC CAG CTC GTT GTA CCG GCT 3' 
5' CAT CCA ACA CGT CGA CTC C 3" 
5* TTG ATG TCA TCA ATG TTC G 3' 
5* CGT GGA CCA GGC GGT GGA G 3' 
5" GAC GAT CAG GAG GTT TCC CCG 3' 
5' AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA 3' 

L'ensemble du gene codant pour HBHA est localise a 
I'interieur du fragment Sph\ de 2,5 kb, a une extremite du fragment, et il a 
ete totalement sequence a partir des deux brins. 

La sequence nucleotidique ainsi que la sequence proteique 
derivee est presentee a la fig. 10. Le cadre ouvert de lecture a ete mis en 
evidence entre les nucleotides 331 et 927. Les 16 premiers codons apres 
I'eventuel codon d'initiation ATG 331/333 se sont traduits en une sequence 
d'acides amines identique a celle determinee apres sequencage N- 
terminale de la proline HPHA purifiee. En amont de I'eventuel codon 
d'initiation, aux residus 331-333, on a trouve un codon d'arret TAG en 
phase aux positions 310-312. Ceci suggere fortement que le cadre ouvert 
de lecture d'HBHA ne contient pas de sequences codant pour le peptide 
signal classique, et 331/333 represente done probablement le codon 
d'initiation. Ceci est soutenue par la presence d'un site putatif de liaison des 
ribosomes AGGAA que Ton trouve de 10 a 6 nucleotides en amont du 
codon d'initiation. 



HBHA Seq1 
HBHA Seqllnv 
HBHA Seq2 
HBHA Seq3 
HBHA Seq4 
HBHA Seq5 
Amorce inverse 
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La sequence proteique d6duite presente un poids moteculaire 
calcul6 de21390 t ce qui est inferieur au poids moteculaire apparent estime 
par SDS-PAGE. La proline pr6drte est compos6e de 198 acides amines et 
ne contient pas de cysteine, de m6thionine, d'histidine ou de tryptophane. 
5 Les cinq sequences peptidiques d6termin6es ont 6t6 retrouvees dans la 
sequence proteique prddite de HBHA (soulignd £ la fig* 10). Des 
recherches d'homologie dans les bases de donn6es de proteines ont 
confirms que HBHA est une proteine mycobacterienne non identifi6e 
jusqu'ici. 

10 Les inventeurs ont identifie une region de la proteine 

susceptible d'etre impliquee dans les interactions avec les glycoconjugues 
sulfates. Cette region est comprise dans la sequence suivante : 

KKAAPAKKAAPAKKAAPAKKAAAKKAPAKKAAAKKVTQK. 
Des peptides particulterement susceptibles d'etre impliqu6s 
15 dans les interactions sont les suivants : 

KKAAPA 
KKAAAKK. 

Les r6p6titions d Textremite C-terminale de la proteine, riches 
en prolines, alanines et lysines, pourraient expliquer la difference entre les 

20 poids moleculaires apparents et calcutes de la proteine qui subit des 
modifications post-traductionnelles telles que la glycosylate 

^invention conceme done plus particuli&rement la portion C- 
terminate de la sequence de la figure 10 et plus particulterement ta 
sequence comprenant approximativement les 50 demiers acides amines 

25 entre les acides amines 150 et 199 de la sequence de la figure 8 10. De 
fa$on particulterement pr6fer£e, I'invention conceme I'extremtte exterminate 
de la proteine de la figure 10, et plus particulierement Textremite C- 
terminale comprenant les rep6titions riches en proline, alanine et lysine, soft 
les 50 derniers acides amines de la sequence de la figure 10. 
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L'invention concerne ggalement tout variant des s6quences 
d6crites ci-dessus obtenu par addition, substitution ou delation d'un ou 
piusieurs acides amines sans modifier de maniere substantial^ les 
propri6t6s de la region d'interet. Parmi les modifications envisages, on 
5 note tout particulterement les mutations silencieuses au niveau des 
sequences nucl6otidiques qui ne modifient pas la sequence peptidique de 
la proline ou du fragment d'int6ret ainsi que les mutations conservatives 
qui consistent & substituer un ou piusieurs acides amines presentant les 
mdmes caract6ristiques fonctionnelles que Pacide amin6 de la sequence 

10 native. Des additions ou d6l6tions d'acides amines sans que les propri6t6s 
des regions d'intdr&t soient substantiellement modifi6es font egalement 
partie de ('invention. Certains des residus peuvent 6tre elimines ou modifies 
en exprimant un g6ne modifte de cette manure chez £. coli comme d6crit 
pour le g6ne complet Si cette proteine fixe Th6parine avec la m§me affinity 

15 que la HBHA entiere, cela signifie que les sequences rgpetees ne sont pas 
impliquees dans cette fixation. En revanche, si la proteine modifige perd la 
capacity d'interagir avec rh6parine, la region modifies de la proline joue 
un r6le dans cette interaction. 

20 Expression du gdne de la HBHA de BCG chez Escherichia 

coli 

L'invention concerne 6galement un hdte cellulaire 
recombinant, caract6ris6 en ce qu'H comprend dans son genome une des 
sequences nuc!6otidiques d&crites pr6c6demment Plus particuli6rement ( 
25 l'invention concerne la transformation d'hdtes cellulaires tels que E coli 
avec une des sequences nucldotidiques de (Invention afin de produire tout 
ou partie de la proteine HBHA. La souche bacterienne & transformer peut 
comprendre la sequence complete codant pour HBHA apparaissant & la 
figure 10 ou encore la s6quence susceptible d'etre impliqu6e dans les 
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interactions avec les glycoconjugu6s sulfates ou la portion C-terminale de 
cette sequence. A titre d'exemple, le g6ne complet codant pour la HBHA de 
BCG a 6te introduit et exprim* dans E coll 

Afin de produire la HBHA de BCG dans Escherichia coll, le 
5 plasmide d6rive de pUC18 qui contient le fragment Sph\ de 2.5 kb 
comportant le g6ne de la HBHA de BCG fut restraint simultan6ment par 
Nco I et Kpn I Le fragment de 705 paires de bases issu de cette double 
restriction fut purifte par 6lectro6lution apr§s migration dans un gel 
daganose de 1% selon des procedures standards (17) et finalement clon6 

10 dans le vecteur d'expression pKK388-1 (Clontech, Palo Alto, Ca., UA) 
pr6alablement restreint par Nco I et Kpn I Le plasmide recombinant fut 
ensuite introduit dans E co// XL1-Blue par des techniques classiques de 
transformation (17). 

L'analyse phenotypique de la souche portant ce plasmide 

15 d'expression fut realisee en cultivant celle-ci dans un milieu LB liquide et en 
stimulant la production de la HBHA recombinante par I'ajout 
d'isopropylthiogalactopyranoside (IPTG) selon des m6thodes standards 
(17). Pratiquement, deux cultures en erlenmeyers de 500 ml contenant 
chacun 100 ml de milieu LB liquide supplements avec de I'ampicilline a 

20 ratson de 150 pg/ml, furent respectivement inoculdes avec 4 ml de 
prSculture E co/f XL1-Blue contenant le plasmide d'expression de la HBHA 
ou le plasmide pKK388-1 representant la culture contrdle. La croissance 
des deux cultures fut suivie par mesure de la densite optiqu© a 600 nm. 
Quand celle-cl fut de 0,6, de I1PTG fut ajout6 aux cultures a raison de 1 mM 

25 final et les cultures furent prolongees pendant 4 heures, Des 6chantillons 
de culture furent pr6levees avant I'ajout d'IPTG et au terme des 4 heures de 
culture en presence de I'inducteur afin d'analyser par electrophorese en gel 
de polyacrylamide et par immunoblotting la production de HBHA 
recombinante. 
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Les resultats de ces differentes analyses sont repris a la 

figure 11. 

Les pistes A et B represented des lysats totaux avant 
induction de £ coli XL1-Blue transformee respectivement par pKK388-1 et 
le derive de pKK388^1 contenant le gene codant la HBHA. Les pistes C et 
D represented des lysats totaux apres induction a I'lPTG de E. coll XL1- 
Blue transformee respectivement par pKK388-1 et le derive de pKK388-1 
contenant le gene codant la HBHA. Les pistes E contiennent 1 ug de HBHA 
purifiee a partir de parois de BCG. De gauche a droite, les differents 
panneaux represented respectivement la coloration au bleu de Coomassie 
R-250 du gel de polyacrylamide et les immunoblots sond6s par un serum 
murin contiole, un serum murin dirige contre la HBHA de BCG, I'anticorps 
monoclonal murin 3921 E4 et I'anticorps monoclonal murin 4057D2. Les 
poids moleculaires de reference sont inscrits a la gauche du panneau 
presented la coloration au bleu de Coomassie du gel de polyacrylamide. 

L'analyse en gel de polyacrylamide colore au bleu de 
Coomassie montre la synthese d'un polypeptide d'envirpn 27 kDa chez 
E coli XL1-Blue portant le vecteur d expression de la HBHA et dereprime 
par I'lPTG. Ce polypeptide reconnu en immunoblotting par un antiserum 
murin dirige contre la proteine HBHA purrfie d'un sumageant de culture de 
BCG n'est pas produit par £ coli XL1-Blue portant le vecteur pKK388-1 
sans Insert, montrant que sa synthese depend de la sequence d'ADN de 
BCG clon§ dans le vecteur d'expression. Comme celle-ci est integralement 
la sequence codante de la HBHA de BCG, il fut surprenant d'observer que 
le polypeptide recombinant presents un poids moleculaire apparent plus 
faible que celui de la HBHA purifiee de BCG et qui est de 28 kDa dans le 
systeme de gel considere. 

L'invention concerne done egalement une sequence 
peptidique recombinante caracterisee en ce qu'elle permet I'adherence de 
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mycobacterias a des cellules hates. Plus particulierement, ('invention 
concerne une sequence peptidique comprenant un polypeptide d'environ 
25 27 kDa reconnu par I'anticorps monoclonal 3921 E4 (14) et non reconnu 
par I'anticorps monoclonal 4057D2 (14), De fagon pr6f6r6e, la sequence 
5 peptidique recombinants de I'invention est le produit d'expression d'une 
souche £. coli transformee avec une des sequences nucteotidiques d6crites 
pr6c6demment et codant pour une sequence peptidique permettant 
Tadh6rence de mycobacteries d des cellules hdtes, plus particuli§rement 
une sequence nucteotidique obtenue a partir de M, bovis BCG ou 

10 M, tuberculosis. Linvention concerne egalement tout variant de cette 
sequence peptidique recombinante obtenu par addition, substitution ou 
d6l6tion d'un ou plusieurs nucl6otides de fagon d ce que la souche 
transform^ produise une s6quence peptidique diffdrente mais poss6dant 
la proprtet6 d'adh6rer a des cellules hotes et plus particulterement & des 

15 cellules epith6!iales. 

Comme le poids mol6culaire de la HBHA ddduit a partir de la 
sequence de son gene est significativement inf6rieur £ son poids 
mol6culaire apparent obsen/6 apr6s migration §lectrophoretique et que 
cette diff6rence est le resultat de modifications post-traductionnelles de la 

20 HBHA, ces modifications ne sont pas r6alis6es dans E. coli Cette 
conclusion est 6tayee par le fait que nous observons une immuno-r6activit6 
differentiate de la HBHA recombinante avec les deux anticorps 
monoclonaux 3921 E4 et 4057D2. Si ces deux anticorps monoclonaux 
reconnaissent de mantere 6quivalente en immunoblotting la HBHA puriftee 

25 de BCG, seulement 3921E4 est immunordactif avec la HBHA recombinante 
produite chez E. coli. Cette observation montre tout d'abord que les 
6pitopes de ces deux anticorps monoclonaux sont diff6rents et que 
I'epitope reconnu par 4057D2 sur la HBHA n'est plus present quand celle-ci 
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est produite chez E coil quil est localise sur un 6l6ment mol6culaire 
resultant d'une modification posMraductionnelle non r§alis6e par E coli 

Cette modification posMraductionnelle est une glycosylation 
dans la mesure ou il a d6jd 6t6 montr6 que la partie saccharidique d'une 
5 glycoproteine pouvait §tre immunog6nique. Le motif saccharidique est tr6s 
immunogenique dans la mesure ou I'analyse par immunoblotting utilisant le 
serum murin anti-HBHA donne lieu £ un plus faible signal avec la HBHA 
recombinante par rapport a celui observe avec la HBHA purifte de BCG. 
Cette observation est d'autant plus interpellate que la quantite de HBHA 

10 recombinante mise en jeu dans cette analyse est largement sup6rieure a 
cello de la HBHA naturelle, comme I'atteste la coloration au bleu de 
Coomassie du gel de polyacrylamide. Par ailleurs, comme 
rimmunor6activit6 de 3921 E4 est proche de celle observ6e avec le s6rum 
murin, l'6pitope reconnu par cet anticorps monoclonal est done 

15 partiellement d6pendant de la modification post-traductionnelle suspectee. 

Piusieurs approches exp6rimentales ont 6t6 envisages pour 
6lucider la nature exacte de cette modification post-traductionnelle* Tout 
d'abord, la HBHA puriftee h partir de BCG est soumise a Taction de 
differents endoglycosidases ou exoglycosidases aftn de voir si le poids 

20 mol6culaire apparent de cette proline diminue apr6s action de ces 
enzymes. Une plus rapide migration 6lectrophor6tique obseryee apr6s 
digestion avec une ou piusieurs de ces enzymes, renseigne directement sur 
la nature chimique de la modification saccharidique. Paraltelement des 
cultures de BCG mentes en presence d'inhibiteurs de glycosylation (ex. 

25 tunicamycine qui inhibe la N-glycosylation chez les bacteries gram- 
positives) constituent une approche interessante pour 6lucider la nature des 
modifications post-traductionnelles de la HBHA. 
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Identification du site de fixation d J'hepaiine (« Heparin-binding site ») de ia 
HBHA. 

Comme ii a 6te demontre que la HBHA a un rdle direct dans 
interaction entre le BCG et les cellules epitheiiales, interaction qui est 
5 inhibable par I'hgparine, il est important ^identifier la region qui est 
impliqu6e dans interaction du BCG avec les cellules epitheiiales via les 
polysaccharides sulfates, 

La HBHA produite sous forme recombinante oar E. coll est 1'obiet d'une 
pnoteolvse affectant son extr6mit6 carboxvterminale et entramant une 

io diminution d'affinite pour 1'heparine 

La HBHA produite chez E. coli WL1 Blue s'accumule dans le cytoplasme 
mais demeure soluble puisqu'une sonication des colibacilles suivie d'une 
centrifugation de clarification (10.000 g pendant 15 minutes) permet de 
retrouver rint6gralite de la HBHA detectable en immunoblot dans la fraction 

15 soluble du lysat. Lorsque cette derntere est incub6e & temperature 
ambiante, la HBHA recombinante subit une degradation rapide jusqu'au 
terme d'une incubation de 2 heures, son poids molSculaire apparent passe 
de 27kDa a 19kDa. La forme de 19kDa qui n'est plus reconnue par 
I'anticorps monoclonal 3921 E4 montre cependant une bonne resistance d 

20 une degradation ulterieure puisque cette forme demeure stable au terme 
d'une incubation de 18heures d temperature ambiante. Comme la 
degradation de la HBHA recombinante a pu etre stopp6e par ajout d'1mM 
d'AEBSF qui est un inhibiteur de proteases d serine, il est probable que 
cette degradation soit le rgsultat d'une proteolyse. II est & noter que de la 

25 HBHA native incubde dans un lysat de E_£QlLXL1~Blue ne subit pas pareille 
degradation, suggerant ainsi que la modification post-traductionnelle portee 
par la HBHA native lui conf6re une resistance vis-a-vis de ia proteolyse 
observ6e avec la HBHA recombinante. 
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L'analyse chromatographique sur heparine-Sepharose d'un sonicat clarifie 
de E^coli XLI-Blue produisant de la HBHA recombinante et supplements 
avec 1mM d'AEBSF. a revels que la HBHA recombinante fixe I'heparine 
avec la meme affinite que la HBHA native puisqu'elle elue a 350mM NaCI in 
5 PBS. Par centre, la HBHA degrades en polypeptide de 19 kDa ne fixe plus 
I'heparine ce qui montre que la partie clivee est indispensable pour la 
reconnaissance des polysaccharides sulfates. La HBHA recombinante 
puriftee sur heparine-Sdpharose s'est en outre revelee incapable 
d'agglutiner les erythrocytes de lapin. Ces observations montrent que la 
10 modification post-traductionnelles de la HBHA n'est pas impliquee dans son 
activite de fixation a I'heparine mais est importante pour son activite 
^hemagglutination. 

L'analyse de la HBHA recombinante par chromatographie sur matrice 
d'heparine immobilis6e s'est aussi revelee interessante pour la cartographic 

15 du domains proteique implique dans la reconnaissance de I'heparine 
(Heparin-binding site). En effet, trois formes de HBHA recombinante 
presentant des poids moleculaires de 27, 26 et 25 kDa furent eluees par un 
gradient lineaire de NaCI variant de 0 a 500 mM et appliqu6 au tampon de 
lavage de la colonne (PBS). Les formes de 26 et 25 kDa, produits de 

20 degradation de la proteine recombinante complete de 27 kDa, eluent 
respectivement a environ 310 et 280 mM NaCI. Comma ces deux formes 
presentent une baisse d'affinite pour I'heparine par rapport a la proteine 
recombinante complete, il etait important de connaitre la region oti 
s'effectuent les troncatures. Pour ce faire, les extremites amino-terminales 

25 des 3 formes purifiees sur heparine-Sepharose furent microsequences. 
L'analyse des 10 premiers acides amines revela que les 3 especes 
mol6culaires presentent la meme sequence qui est identique a la sequence 
aminoterminale de la HBHA purffiee a partir de parois de BCG. Cette 
observation montre done que la degradation de la HBHA recombinante 



WO 97/44463 



PCT/FR97/00886 



s'effectue par clivages carboxy-terminaux successifs. Ces clivages allant de 
pair avec une baisse d'affinite pour Ph6parine montrent que les acides 
amin6s carboxy-terminaux de la HBHA sont directement impllques dans la 
' reconnaissance des polysaccharides sulfates. La grande teneur en lysines 
5 dans les zones r6pet§es carboxyterminales de la HBHA plaide par ailleurs 
pour une interaction electrostatique entre les charges positives des lysines 
et les charges negatives port6es par les r6sidus sulfates de Phdparine. 
Le role des lysines dans les interactions proteines-sucres sulfates est 
d'ailleurs documente (18). 

10 La forme de 19 kDa observ6e apres proteolyse de la HBHA recombinante 
pourrait done correspondre a une HBHA ayant perdu ses sequences 
repGtees carboxyterminales et correspondant a une perte de 39 acides 
amin6s. Dans cette hypothdse, la chaine polypeptidique de la HBHA 
perdrait une masse d'environ 3,8 kDa et passerait ainsi de 21,3 d 17,5 kDa. 

15 Le poids moteculaire apparent de la HBHA recombinante apres proteolyse 
dans un lysat de E ..CQli XL1-Blue est tout a fait compatible avec cette 
hypothese, il est aussi interessant de remarquer que la migration 
6lectrophor6tique aberrante de la HBHA et attribute a ses sequences 
r6p6tees carboxy-terminales, n'est plus observee avec la forme dGgradee 

20 de 19 kDa qui ne fixe plus Ph6parine. Cette demiere observation renforce 
done I'hypotttese selon laquelle la HBHA recombinante de 19 kDa 
correspondrait £ une HBHA ayant perdu ses s6quences r6p6tees carboxy- 
terminales. Comme Tanticorps monoclonal 3921 E4 ne reconnaft plus la 
HBHA recombinante de 19 kDa, cela suggSre que son epitope serait 

25 localise dans les sequences r6p6tees carboxy-terminales. 
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R6activit6 immunttaire vis-a-vis d'HBHA par des antiserums des 
tuberculeux 

Pour savoir si HBHA est capable d'induire une reponse 
immunitaire chez I'homme, des analyses d'immunoempreintes orit 6t6 
5 r6aitsees en utilisant de THBHA purifi6e et des antiserums humains 
provenant de tuberculeux. Cinq microgrammes de la proteine ont et6 
soumis d r6lectrophor6se en utilisant un gel de polyacryiamide-SDS A 15 
%, puis transfers sur des membranes de nitrocelluloses sond£es 
ulterieurement avec les serums dilues 100 fois provenant de 7 patients 

10 differents attaints de tuberculose evolutive (voir figure 6 t pistes 3A £ 493) 
(piste 1, HBHA puriftees, piste 2, proteine non pertinente), ainsi que le 
s6rum d'un sujet sain (piste temoin). Les pistes de gauche contiennent les 
prot6ines purifi6es (pistes 1 et 2) et les marqueurs de poids mol6culaire 
(voir PM) ont et6 color6s au bleu de Goomassie apr&s SDS-PAGE. 

15 Les resultats pr6sentes a la fig. 6 montrent que tous les 

s6rums des tuberculeux contiennent des anticorps anti-HBHA, alors que le 
s6rum de findMdu sain ne contenait pas de tels anticorps. Ces resultats 
indiquent que PHBHA expos6e a la surface est immunogene pendant 
Involution de la tuberculose humaine et que la presence d'anticorps antl- 

20 HBHA permet de determiner la presence defections mycobacteriennes. 

La modification oost-traductionnelle portee oar la HBHA native 
est un determinant antiqSnique maleur chez les patients tuberculeux : 

La HBHA recombinante produite par EjffllLfut analys6e par 
immunoblot en utilisant les seras de patients tuberculeux. Comparativement 

25 aux signaux de detection obtenus avec de la HPHA native, ces r6actifs 
immunologiques ont reconnu tr£s faiblement la proteine recombinante, 
indiquant done que la modificatiion post-traductionnelle de la HBHA porte 
un ou des epitopes majeure. Ces seras se sont averts incapables de 
detecter la HBHA recombinante de 19 kDa. 
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L'invention concerne done Tutilisation d'une sequence 
peptidique ou de la proline de I'invention, et particulierement une ou 
plusieurs regions immunogenes de cette sequence ou proteins, dans le 
diagnostic defections mycobacteriennes, notamment par ta mise en 
5 Evidence de la presence d'anticorps anti-HBHA dans des fluides 
biologiques. De fagon generate, une sequence peptidique ou la proteine ou 
un-polypeptide recombinant de preference modifie selon I'invention est H6 a 
un support et incube avec des fluides biologiques susceptibles de contenir 
des anticorps anti-HBHA. Les anticorps anti-HBHA lies au polypeptide de 

10 I'invention sont ensuite mis en Evidence soit par exemple avec des 
anticorps marqu6s dirig6s contre les anticorps anti-HBHA, soit avec des 
anticorps non marques dirigds contre les anticorps anti-HBHA et des 
anticorps marques par exemple par une enzyme de type phosphatase 
alcaline ou peroxidase, ou de la biotine diriges contre ies anticorps non 

15 marqu6s. 

De fagon d6taIII6e, la prot6ine complete ou un polypeptidide 
recombinant de Tinvention peut Stre utilis6e mais on peut 6galement utiliser 
une ou plusieurs regions immunogenes de cette proline qui peuvent etre 
determinees par des techniques dites d'« epitope mapping » bien connues 

20 de la personne vers£e dans I'art Par exemple, en vue de cartographier les 
epitopes B et T presents dans la molecule de HBHA complete, on a recours 
£ la methode des profils d'hydrophobicite (19). La prediction informatis6e de 
determinants antigeniques pour cellules B est aussi utilis6e (20). 

Le polypeptide choisi est adsorb^ sur un support de type 

25 plaque de microtitration, canule, microbille ou autre. La fixation du 
polypeptide est effectu6e en utilisant des techniques connues de la 
personne vers6e dans Tart. De fa9on preferee, le support utilise est une 
plaque de microtitration. Le polypeptide est done dilu6 dans un tampon 
carbonate basique et distribue dans les puits. Aprfcs une incubation de 
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quelques heures d temperature ambiante, on effectue plusieurs lavages en 
utillsant un tampon physiologique. 

Le polypeptide fix6 au support est ensuite incube avec un 
echantillon de fluide biologique. Plusieurs types de fluides biologiques 
5 peuvent dtre utilises et obtenus & partir d animaux ou d'humains, Pius 
particulterement, le fluide biologique peut 6tre obtenu & partir de sgrum, de 
lymphe, de salive ou d'urine ou encore isol6 £ partir de tissus telles les 
cellules de poumons. L'incubation se fait selon les precedes habituels. Ici v 
les serums de patient sont dilu6s et mis en contact avec la sequence 

10 peptidique fixee sur la plaque. L'incubation d f environ une heure est suivie 
de plusieurs lavages avec un tampon physiologique. Les anticorps anti- 
HBHA Ii6s au polypeptide de invention sont ensuite mis en evidence soit 
avec des anticorps marques dirigds contre les anticorps anti-HBHA, soit 
avec des anticorps non marqu6s dirig6s contre les anticorps anti-HBHA 

15 puis avec des anticorps marques diriges contre les anticorps non marques. 

Le marquage des anticorps peut Stre radioactif mais on 
pr6f6rera de fagon g6n6rale un autre type de marquage habituel. Les 
substances fluorescentes telle que resithiocyanatefluoriscine ou les 
enzymes tels que la phosphatase alcaline, la peroxydase ou la 

20 biotine/streptavidine sont des marqueurs commun6ment utilises. Le choix 
des anticorps marques ou non marques depend de Tanimal duquel 
proviennent les liquides biologiques. SMI s'agit de liquide biologique humain, 
les anticorps utilises sont dirigte contre des immunoglobulines humalnes. 

La liaison entre Tanticorps anti-HBHA et les anticorps marqu6s 

25 ou non marques s'effectue selon les techniques habituelles. Par exemple, 
la reaction a lieu pendant une heure a temperature ambiante et apr6s 
plusieurs lavages, un substrat du marqueur est ajout6. 

L'invention conceme 6galement un kit permettant de d6tecter 
la presence d'anticorps anti-HBHA dans un 6chantillon de fluide biologique. 
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Le kit comprend un polypeptide, ou une ou plusieurs regions immunogenes 
de la HBHA adsorbee sur un support et de facon optionnelle, un anticorps 
marque (et si necessaire un anticorps non marque) ainsi que les tampons 
habituels et un substrat du marqueur. 
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REVINDICATIONS 

1, Sequence peptidique permettant TadhGrence de 
mycobacterias a des cellules hdtes, notamment des cellules GpithGliales. 

2. Sequence peptidique selon la revendication 1 , caractGrisGe 
en ce que ladite sequence comprend un antigGne mycobactGrien de type 
hGmagglutinine de liaison G ThGparine (HBHA), notamment d'un antigGne 
obtenu G partir de M. bovis BCG ou M. tuberculosis. 

3> Sequence peptidique selon la revendication 1 ou 2, 
caractGrisGe en ce que ladite sequence comprend la sequence peptidique 
de la figure 10 ou tout variant de ladite sequence permettant TadhGrence de 
micobacteries G des cellules hdtes et obtenu par addition, substitution ou 
deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence* 

4. SGquence peptidique selon la revendication 3, caractGrisGe 
en ce qu'elle comprend la portion exterminate de la sequence peptidique de 
la figure 10. plus particuliGrement la sGquence comprenant les 50 derniers 
acides amines de la sequence peptidique de la figure 10 ou tout variant de 
cette sequence permettant TadhGrence de mycobacterias a des cellules 
hdtes et obtenues par addition, substitution ou dGIGtion d'un ou plusieurs 
acides amines de ladite sequence. 

5 + Sequence peptidique selon Tune quelconque des 
revendications 1 G 4, caractGrisGe en ce qu'elle comprend la sGquence 
peptidique suivante : 

KKMPAKKMPAKKMPAKKAMKKAPAKKAMKKVTQK. 

ou toute portion ou variant de cette sequence permettant 
TadhGrence de mycobactGries G des cellules hdtes et obtenu par addition, 
substitution ou dGIGtion d'un ou plusieurs acides aminGs de ladite sGquence 
peptidique. 
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6. Sequence peptidique selon Tune quelconque des 
revendications 1 d 5, caract6risee en ce qu'elle est reconnue par Tanticorps 
monoclonal 4057D2. 

7. Sequence peptidique recombinante, caracterisee en ce 
5 qu'elle permet ('adherence de mycobacteries & des cellules hdtes, 

notamment des cellules 6pith6liales. 

8. S6quence peptidique recombinante selon la 
revendication 7. caracteris6e en ce que ladite s6quence est le produit 
d'expression d une s6quence nucteotidique codant pour une sequence 

10 peptidique permettant I'adherence de mycobact6ries 3 des cellules hdtes, 
plus particulidrement a une sequence peptidique obtenue a partir de M. 
bovis BCG ou M. tuberculosis. 

9. Sequence peptidique recombinante selon la 
revendication 8, caracterisee en ce que ladite sequence est le produit 

is d'expression d'une souche E. coli transformee avec une sequence 
nucleotidique codant pour une sequence peptidique permettant Tadhdrence 
de mycobactdries & des cellules hdtes, plus particulierement une sequence 
nucteotidique obtenue a partir de M. bovis BCG ou M. tuberculosis. 

10. S6quence peptidique recombinante selon la 
20 revendication 8, caracterisee en ce qu'elle comprend un polypeptide de 

recombinant d'environ 25 kDa reconnu par I'anticorps monoclonal 3921 E4 
et non reconnu par I'anticorps monoclonal 4057D2. 

11. Sequence peptidique recombinante selon Tune 
quelconque des revendications 7 d 10, caracterisee en ce qu'elle comprend 

25 le produit d'expression d'une sequence nucl6otidique codant pour la 
sequence peptidique de la figure 10 ou pour toute portion de ladite 
s6quence peptidique permettant I'adh6rence de mycobacteries £ des 
cellules hdtes. 
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12. Sequence peptidique recombinante seion Tune 
quelconque des revendications 7 & 10, caracterisee en ce qu'elle est ie 
produit d'expression de la sequence nucteotidique codant pour la portion C- 
terminale, plus particulidrement de la sequence comprenant ies 50 derniers 

5 acides amines de la sequence peptidique de la figure 10 ou pour toute 
portion de ladite s6quence peptidique permettant Tadhdrence de 
mycobaeteries d des cellules hdtes. 

13. Utilisation d'une sequence peptidique selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 12, pour la preparation de vaccins 

10 contre Ies infections mycobacteriennes, particulierement Ies infections 
causdes par M. bovis ou M. tuberculosis. 

14. Utilisation de la HBHA ou polypeptide d6riv6 de pr6f6rence 
modifi6 selon Tune quelconque des revendications 1 d 12 pour le diagnostic 
defection mycobacterienne. 

15 15. Utilisation selon la revendication 14, caract6ris6e en ce 

que ladite proteine ou ledit polypeptide est utilise pour la detection 
d'anticorps anti-HBHA dans un fluide biologique. 

16. Composition immunog6ne caracteris6e en ce qu'elle 
comprend une sequence peptidique selon Tune quelconque des 

20 revendications 1 £ 12. 

17. Utilisation de glucides sulfates ou de glycpconjugu6s 
sulfates pour Inhiber I'adh6rence de mycobaeteries a des cellules 
epithSIiales. 

18. Utilisation selon la revendication 17, caracterisee en ce 
25 que le glucide sulfate choisi parmi le groupe comprenant notamment 

rh6parine, la chondroTtine sulfate et le dextran sulfate ainsi que leurs 
derives naturels ou synthGtiques. 
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19. S6quence nucteotidique caract6ris6e en ce qu'elle code 
pour une s6quence peptidique permettant I f adh6rence des myeobacteries k 
des cellules hdtes, notamment a des cellules dpithdliales, 

20. Sequence nucteotidique selon la revendication 19, 
5 caracterisee en ce que ladite s6quence code pour un antigene 

mycobacterien de type h6magglutinine de liaison a Sparine (HBHA). 

21. Sequence nucteotidique selon la revendication 19 ou 20, 
caracterisee en ce que ladite sequence code pour une sequence peptidique 
comprenant la sequence peptidique de la figure 10 ou toute portion de 

10 ladite s6quence peptidique permettant I'adherence de mycobacterias a des 
cellules hdtes et obtenu par addition, substitution ou ddldtion d'un ou 
plusieurs acides amines de ladite sequence peptidique. 

22. Sequence nucleotidique selon la revendication 21 , 
caract6ris6e en ce que ladite sequence code pour une sequence peptidique 

15 correspondant & la portion Oterminale, plus particulierement la sequence 
comprenant les 50 derniers acides amines de la sequence peptidique de la 
figure 10 ou pour tout variant de cette s6quence permettant radh6rence e 
mymcobact6ries d des cellules hates et obtenu par addition, substitution ou 
d6l6tion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence peptidique, 

20 23. S6quence nucteotidique selon Tune quelconque des 

revendications 19 & 22, caracterisde en ce que ladite s6quence comprend 
une sequence codant pour la sequence peptidique suivante : 

KKMPAKKMPAKKAAPAKKAAAKKAPAKKAAAKKVTQK. 
ou tout variant de ladite sequence peptidique permettant I'adtterence de 
25 mycobacteries d des cellules hdtes et obtenues par addition, substitution ou 
d6tetion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence peptidique. 

24. Vecteur recombinant caracterise en ce qu'il comprend une 
s6quence nucteotidique selon I'une quelconque des revendications 19 & 23. 
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25. H6te cellulaire recombinant caracteris6 en ce qu'il 
comprend dans son g§nome une sequence nuc!6otidique selon Tune 
quelconque des revendications 19 a 23. 

26. H6te cellulaire recombinant selon la revendication 25, 
caracterisG en ce que ledlt hote est une mycobacteria, notamment le BCG, 

27. Hote selon la revendication 25 ou 26, caracteris6 en ce 
que ladite sequence nucl6otidique est suresprimee par ledrt hflte. 

28. Utilisation d'un hdte cellulaire recombinant selon Tune 
quelconque des revendications 25 a 27, en th6rapie anti-cancereuse. 

29* Necessaire ou kit permettant de detecter la presence 
d'anticorps anti-HBHA dans un echantillon de fluide biologique, ledit kit 
comprenant la HBHA ou un polypeptide de preference modifi6 t selon Tune 
quelconque des revendications 1 d 12, ou une ou plusieurs regions 
immunogenes de ladite proteine adsorb^e sur un support et de fagon 
optionnelle, un anticorps marque (et si necessaire un anticorps non 
marque) ainsi que las tampons habituels et un substrat du marqueur. 
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egg ctg gcg ggt aat cm acc tga agg aca gtc ate egg gtg agg tog aca gca ggc tga 
61 

tec age cga teg gee ggc get ggc caa aag cga etc cgrt cga tga cgt gca gca aag gag 
121 

aca tgt agt gac egg acc age tgg gee tga cat eta cga act cga ccg aca acc gac eeg 
181 

acg ate agg agg ttt ccc egg caa gtc gcg tgc cat gtc aat ccg egg gtc ttg act agt 
241 

ccc ccc tgg agg age cga cgc ttg ccc caa cgt cca gac caa aga tgt aag aac gec gat 
301 

ate aga aaa tag tta atg aaa gga ata ccc atg get gaa aac ccg aac att gat gao ate 
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361 

aag get ccg ttg ctt gec geg ctt gga gcg gec gac ctg gee ttg goc act gtc aac gag 
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